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^ POLYMERES ET MATRICES CATIONIQUES BIOELIMINABLES A DEGRADATION CONTROLEE. 

(§) La presente invention concerne de nouveaux types de 
polymeres et matrices polymeriques cationiques. degrada- 
bles dans I'organisme. et a vitesse de degradation contro- 
lee. utiiisabies en tant que tels ou comme vecteurs de 
differents composes, en particulier des molecules a activite 
biologique. Elle se rapporte egalement a un procede de fa- 
brication de tels polymeres ou matrices. 
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i a priisente in\cntion concern? de nouveaux t\pe* de polymeres ou matrices 
5 polymeriques cationiques, degradahles dans Forganisme, et a vitesse de degradation 
controlee, utilisables en tanl que tels ou comme vecteurs de differents composes, en 
particulier des molecules a activite bioiogique. Klie sc rapportc cgalcmcni a un 
procede de fabrication de tels polymeres ou matrices. 

Les polymeres cationiques sont extrememcnt utiles dans les domaines 
10 pharmaceutiques, cosmetiques ou alimentaires. Fn effet, la charge positive portee 
par de tels polymeres leur permet de presenter les proprietes suivantes : 

des proprietes de bioadhesion (en particulier aux membranes 
biologiques et aux muqueuses) et de complexation, 

- des proprietes de transport et de protection de substances 
15 diverscs, 

- des proprietes d 'amelioration des reponses immunitaires. 

Ces proprietes sont observees pour tous les types de polymeres cationiques, 
independamment des autres fonctionnalites (en particulier la reticulation), et/ou de 
leur forme (micro- ou nano- particules, films, patchs...). 

20 L/utilisation de ligands cationiques results en une charge positive du 

polymere, ce qui permet de stabiliser de nombreux principes actifs. En effet, 
beaucoup de molecules ayant une activite biologique portent des charges globales 
negatives et leur association avee la matricc polymcriquc est amelioree par les 
charges positives. Les polymeres cationiques sont done tres interessants pour le 

25 transport el la protection de molecules chargees negaiivemenl. 

Par ailleurs, la bioadhesion se traduit par une propriete de mucoadhesion et 
par une propriete d'interaction de ces polymeres avec des membranes biologiques. 
On peut done transporter un principe actif et Famener de fa9on preferentielle a 
npn^trrr on renter en contact avec une muqueuse ou une mtrtnliiane cellulaire. 

30 Amsi, des polymeres ri?.u ,r «*»v miuhiuiuu n/mmc ic chuosan sent utilises 

puui duiCiiorcr Fadminictration de cnVictnnrr^ nnr voir mucosalc (pnncinaiemeni 
nasale ou vaginalc), e'est le cas par exemple de peptides romme Finsuline (Ilium et 
al. Pharm. Kes. ii, pi ioo , reii ci di. Dt Pitwtn. (!99C) 24, 
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p^7 c >). Dans le cas de particules do poly e caprolactone recouvertes de chitosan ou 
du polymere cationiquc poly-L-lysine, la couche cationique mucoadhesive ainsi 
ohtenuc pcrmet d'augnwnter la penetration dans la conuv des substances actives 
transporters par ces svstcmes de dclivrance oculaire (Int. J. Pharmaceutics (1997) 
5 153, p41). Des particules cationiques a base de poh saccharide fonctionnalise avee 
des tbnetions ammonium quatcrnaire (EP 687 173) ont etc decrites commc 
possedant une importante capacite de residence dans la muqueusc nasale (Kiavtzoff 
et al. Proceed 7/7/7. Symp. Control Rel Bioact. Mater (1998) 25, p818). Ces 
memes nanoparticules sont capables de transporter des medicaments de charge 

10 opposce, de les proteger et d'ameliorer leur efficacite, par cxemplc dans le cas 
d'oligonucleotides antisens (WO 98/29557). Des polymeres cationiques comme par 
exemple les dendrimeres de polyethyleneimine ont montre leur capacite a 
transporter ct a proteger de I'ADN et a ameliorer sa penetration cellulaire, ainsi que 
le niveau de transfection obtenu (O. Boussif et al. Proc.Natl. Acad. Sci. USA (1995) 

15 92,p7297). 

Par ailleurs, que ce soit pour le chitosan ou pour les polymeres cationiques 
decrits precedemment, il a ete montre que leur adjonction a des antigenes vaccinaux 
permet d'ameliorer et meme d'induire des reponses immunitaires tout a fait 
acceptable* ouand ils sont administres par voie nasale (WO 97/20576, WO 
20 98/29099). [/amelioration de reponses immunitaires obtenues par voie injectable a 
etc par aillcurs decrite pour plusieurs polymeres polyioniques, anioniques ou 
cationiques (Paine et al. Vaccine (1998) 16, p92). Cependant, Peffet d'induction de 
reponses immunitaires par voie mucosale a ete principaiement decrit pour des 
polymeres cationiques. 

25 11 semble dans ce cas, que les polymeres possedant des fonctions cationiques 

type ammonium quatcrnaire soient plus efficaces que les polymeres possedant des 
fonctions amine primaires (comme le chitosan) ou le degre d'ionisation des 
fonctions aminees est tres dependant du pH. 

On connait de** pmredes de preffage de iicands cationiques, par example 

30 cfMiv necriis uaus le brevet euro peer. hP 687 i 73, qui co»<nrinM un ^iciTagc dc 
cnarges positives (ammoniums quaternaires) sur des polysaccharide* p*r ruction 
avec le giycidyltrimethyiammonium (GTMA). On peut aussi citer les methodes de 
quaternisation du chitosan (Kotze et al. Pharm Kes ( ivy/), 14, pi i97j. 
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Toutefois la plupart des proccdes actuels de greffage dc charges positives a 
un squelctte polymerique ne sont pas totalement satisfaisants pour leur utilisation en 
pratique, dans la mesure ou ies liaisons t poly mere - iigand ionique) no sont pas 
facilement biodogradahies. Ainsi, Ies ^rctYagea par rinterrnediairc de liaisons ether 
5 ou amide sont stables, et ['elimination d'un polymcre ainsi charge peut slaverer 
difficile, en particulicr dans le cas d'une utilisation parenterals 

D'autres polymeres polysaccharidiques ont aussi etc developpes, pour des 
applications alimentaires, en particulier anti-cholesterol (EP 319 645). Dans ce 
cadre, la proprtele therapeutique recherchee provient d'un effet sequestrant 

10 irreversible des sels biliaires et la propriete de biodegradabilite serait plutot genante. 

Ainsi, il existe un besoin de definir de nouveaux types de polymeres, qui 
soient charges positivement, mais neanmoins facilement degradables dans 
Forganisme et qui donnent naissance a des produits de degradation non toxiques ou 
naturels, eux mernes biodegradables, bioeliminables ou bioassimilables. 

15 La Dcmandcrcsse se propose de repondre a cette demande en proposant un 

nouveau type de polymeres cationiques, pour lesquels la liaison (squelette 
polymerique) - (ligand cationique) est une liaison labile qui peut etre hydrolysee in 
vivo ou dans des conditions physiologiques, la vitesse de degradation etant 
modulable en fonction du ligand utilise. 

20 Ces polymeres sont facilement elimines de Forganisme apres administration 

parenteral et leur degradation peut etre modulee entre quelques heures et quelques 
semaines. La degradation de ces polymeres conduit a des produits non toxiques, 
completement bioeliminables ou bioassimilablcs. Lcs problcmcs lies a la toxicite a 
long terme ou a Faccumulation du produit dans Forganisme devraient etre 

25 supprimes. 

Pour des applications therapeutiques, la notion de degradation est mieux 
adaptee que la notion de biodegradation. En effet, la biodegradation implique que 
des systemes enzymaliques appropries soient presents a Fendroit ou le polymere ou 
!e systeme nnlymrrwiuc doit etre depradc. La biodecradalion est aiors dependante 
30 dc lactcurs commc le sue d' injection ou ie site craccurnM^imii du iuuuuh Si i on 
rcohcroinj uiic degradation centre lee et previsiblc, Fhomme du metier preferera des 
systemes de stabilite connue. ou la degradation est le rcsultat d'une cinetique 
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cThydrolyse chimique spontanee, independante de tout autre factcur et connuc 
d'avance (Vert. Proceed. IntlSymp. Control. Re I Bioacl Mater (1999) 26, p228). 

Dans le cas des polymeres selon r invention, les svstcmcs dc degradation 
hioiogiques pcuwnl eyaiement participcr a aceclerer !c processus de degradation 
5 mais quel que soit Pimpact de leur participation, on peut etre sur que ie systemc se 
degradera par tui meme. 

Les polymeres scion ('invention ont etc cone us avec 1'avamagc fondamental 
que la vitesse de degradation « in vitro » et « in vivo » peut etre modulee par le type 
de greffon utilise. 

1 0 Afin d'assurer Pelimination de ces polymeres cationiques il est entendu que 

le squelette polymerique de base ayant servi de support au greffage de la charge 
cationique, doit etre lui meme bioresorbable, biodegradable ou bioeliminable. Par 
ailleurs, et comme cela sera precise plus loin, le squelette polymerique possede des 
fonctions hydroxyle (- OH) libres, ce qui lui donne un caractere « polyhydroxyle ». 

1 5 Par « hydrolysable, in vivo, ou en milieu physiologique », on entend que les 

liaisons sont degradees lorsqu'on les soumet a des conditions semblables a celles 
rencontrees in vivo en milieu physiologique, a savoir a un pH compris entre 6,8 et 
7,7 et a une temperature comprise entre 36,7 °C et 37,4 °C Les conditions 
nhysiolopiques concernent en general un pH d'environ 7,4 et une temperature 

20 d'environ 37 C C. Toulefois, il est important de noter que les conditions 
physiologiques peuvent etre variables en fonction du site et de la voie 
d'administration. En effet, si Ton peut considerer que la temperature est voisine de 
37 °C, le pH et la force ionique sont tres variables en fonction de la voic 
d'administration. 

25 Ainsi la presente invention concerne des polymeres polyhydroxyles sur 

lesquels sont greffes des ligands cationiques contenant en outre au moins une 
fonction carboxyle, par T intermediate d'une liaison ester entre ladite fonction 
carboxyle du ligand et un groupement hydroxyle de ladite matrice polyhydroxylee. 
Ccttc liaison. linUon labile aui est hydrolysable en milieu physiologique. 

30 Ce<J a.ssurc !a biochmmation du poiymerc omumiujuc umcnu. 

Le prooede dc preparation d'un te! noiymrro caiiomquc fail egaiement partie 
de Pinvention. 
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I/utilisation de reactifs non toxiques pour la fabrication de ces polymcres 
pennet d'obtcnir cgalement des produits de degradation non toxiques, ce qui est un 
element trcs important en particulier pour ['Industrie pharmaeeutique. 

La liaison labile ( matrice ligands ) hydroh sable en miiieu physioiogique 
5 est done, de maniere preferee, une liaison ester entre les groupemems hydroxyles 
des monomcrcs eonstituant la matrice polymeriqtie polyhydroxylee et les ligimds. 

La presence de charges cationiques sur les ligands assure la labilite de la 
liaison, par destabilisation de la fonction ester due a Leffet electroattracteur de la 
charge positive. De maniere preferee, les ligands cationiques utilises portent la 
1 0 charge positive par ] 'intermediate de fonctions ammoniums quaternaires. 

Une mise en reuvre particuliere de la presente invention utilise les ligands 
repondant a la formule (l) definie ci-dessous, afin de realiser le greffage de charges 
cationiques sur la matrice polymerique. En particulier, on prefere la betaine, la 
butyrobetaine, la valerobetaine, la carnitine ou leurs derives. Ces produits portent 
15 en effet un groupement carboxyle d'un cot6 de la molecule et une fonction 
ammonium quaternaire de Pautre cote. 

La betaine et ses derives sont des composes naturels, connus pour leur 
biod6gradabilite et leur non toxicite. La betaine (ou glycine betaine) est le produit 
d'c:;yd-t:cn :n7y mo .t ; (; n e de I? choline et la butvrobetame se trouve aussi 
20 abondamment dans la nature, comme produit de deshydroxylation de la carnitine. 
La valerobetaine est presente dans certaines algues et peut etre obtcnue facilcment 
par voie sytnhetique. 

La formule generale de ligands utilisables dans la presente invention est la 
suivante : 

25 ' OOC - Y -N (CH 3 ) 3 + formule generale (l) 

ou, pour la forme saline : 

HOOC~Y-N(CH 3 ) 3 + X' 

ou Y est une chaine aliphatique de 1 a 16 carbones, saturee ou non, ramifiee 
ou non, substitute ou non , 
?.w X " cVt un centre :en (anion) queicop^^e de pr^ferem e CI". JV. I" ou V. 

Les differcnts mcmbres de la familie des betaines sc distinguem par le 
groupement Y. Les plus eoimiiuns sent : 

Glycine betaVne v= _n^~ 
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Butyrobctainc Y- - (CH : h ~ 

Valerobetaine Y= - (CH : ) 4 - 

Carnitine Y= CH : -CHOH-CH : - 

D'auties hetaYnes naturdles sunt ccnnues commc ia proline betaine par 
5 exemple, mais celle-ci est considered commc un alcaloido. ce qui peut limiter son 
utilisation. D'autrcs, non naturelles, a cha'ine lmeaire plus longue peuveni etre 
faci lenient obtenucs par qiiateniarisation de !a trimethyl amine avec des carboxy 
alkyl bromures ou chlorures, un exemple etant donne par la reaction 1 . 
Reaction 1 HOOC-M-CH 2 Br + N(CH 3 ) 3 -» HOOC M-CH 2 -N(CH 3 ) 3 + Br " 
10 (dans laquelle M CH 2 est equivalent au Y decrit precedemment excepte dans le 
cas de la glycine betaine ou M est inexistant, car Y - -CH 2 -). 

Leur activation afin de pouvoir esterifier un groupement hydroxyle present 
dans un polymere est aussi aisement realisee par les techniques d'activation des 
fonctions carboxylate connues de Phornme de metier (preparation d'halogenures 
15 d'acide, d'anhydrides ou d'esters actives), notamment la preparation de chlorures 
d'acide a Paide du chlorure d'oxalyle (ou chlorure de thionyle), comme cela est 
exemplifie par la reaction 2. 

Reaction 2 HOOC-R + COCI-COCl CIOC-R + HCl + CO + C0 2 
(ou R correspond a Pensemble -Y-N(CH 3 ) 3 + X * decrit dans la formule 1). 
20 line fois Phalogenure d'acide, ('anhydride ou Pester active obtenu, le 

greffage de ce compose sur un groupement hydroxyle releve de la chimie ciassique 
el connue de Phornme du metier dans le cadre des methodes d'esterification 
d'alcools, resumee dans la reaction 3. 

Reaction 3 (Polymere)-OH + AOC-R -» (Polymere)-OOC-R 
25 oil R = -Y-N(CH 3 ) 3 + X " defini dans la formule generale ( 1 ) 

A - CI, Br, 1,-O-COR, ester active, 

Les derives de la betaine n'avaient jamais ete utilises precedemment pour 
cationiser un polymere par une liaison ester, precisement parce que Pon sait que ia 
liaison ester qui se forme avec le polysaccharide est destabilisce par Peffet 
ww CtwwU 'jaiiiauieui ul* j^ijj'jpwiiiciu iiiiiieinv*^<niii«jniurii cie *j GCtui nc sur iu liaison 
ester, en fonction des conditions de pH euou de temperature 

Ainsi, par exemple. la fonctionnalisat'on d'un polymere polyhydroxyle avec 
Jw la ^i_ywiiiw 'uciaVuw piuduti un puiymcic Ldiiuuiquc Join la cnaige caiiunique est 
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stable a pH acide (pH 4-5) mais celui-ci s'hydrolyse spontanement et ccci d'autant 
plus vite que Ic pH est plus eleve. La duree de vie de cet ester en conditions 
physiologiques tpH 7,4 ; 37°C) est a peine de quelques heures. 

La Demanderesse a montre que 1c fan d eloigner la fonction arnrnomum 
5 quaternaire de la liaison ester augmente la stabilite de celle-ci de fa?on tres forte. 
Ainsi, un polymere polyhydroxyle esteriiie avec de la butyrohetamc a une duree de 
vie de quelques jours en conditions physiologiques ct un polymere derive par la 
valerobetaine a une duree de vie de quelques semaines. 

Cest Tun des interets de la presente invention que d'obtenir des polymeres 
10 ou matrices cationiques pouvant etre destabilises et s'hydrolyser dans certaines 
conditions, et dont les caracteristiques de degradation peuvent etre controlees en 
choisissant le type de ligand que Ton greffe pour obtenir un polymere selon 
P invention. 

Des polymeres plus stables peuvent etre obtenus en utilisant des betaines 
1 5 synthetiques possedant des chaines Y plus longues, des chaines Y ramifiees ou des 
chaines Y possedant des groupements intermediates susceptibles de moduler F effet 
electroattracteur de la fonction ammonium quaternaire. Tous les polymeres ainsi 
obtenus sont stables a des pH plus faibles (normalcment pH 4-6) et pour les plus 
instables la conservation a basse temperature ou a Tetat sec est souhaitable. 
20 La Demanderesse a simplifie la notion de destabilisation de la fonction ester 

par «effet electroattracteur », sachant que la realite est probablement plus 
complexe. La modification de la reactivite de la fonction carboxylate dans le cas 
decrit dans la presente invention est plus probablement le resultat d^un ensemble 
d'effcts et notamment d'un effet electroattracteur, d'un effet de « champ » du a la 
25 proximite de la fonction cationique et d'un effet sterique principalement du au type 
de substituants presentes dans la fonction aminee. 

Ainsi, d'autres amines d'ordre inferieur (amines tertiaires, secondaires ou 
primaires) presentent egalement un pouvoir electroattracteur qui, bien que moins 
fort que pour les ammoniums qnatcrnaires. pent etre suffisant pour permettre ia 
30 moHuUtion de la stabilite d'un ester adiaccnt. Ainsi, ies composes pouvant servir a 
une mise en oeuvre de P invention idpondcrit a unc forrnulc general e pouvant etre 
cxprimee de la facon suivante : 
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R. 

r 2 _\ • - v t'Ot ) formule generale 1-) 

i 

5 ou, pour sa forme saline : 

i 

X" R 2 - Y - COUH 
i 

R3 

ou X" et Y ont la meme definition que dans la formule (1) et R| s R 2> R3, 
1 0 identiques ou differents sont choisis parmi H et CRv 

II est clair que, en fonction de la voie d'administration du poly mere, les pH 
et temperatures auxquels il va etre confronte sont variables, d'ou Pinterel d'avoir 
une famillc dc composes permettant de moduler cette degradation. 

On peut envisager par exemple ['utilisation de ces polymeres, ou de matrices 
15 construites a partir de ces polymeres, pour une application de relargage de 
composes par voie orale. Les polymeres seront stables dans Pestomac a pH acide, 
puis commenceront a perdre leur charge en fonction de la montee du pH intestinal. 
On peut done essayer de cibler une zone de relargage prcfcrentielle. 

Ainsi. le choix du derive du ligand de formule (1) ou (2) que Ton utilise 
20 pour le greffage de ligands cationiques sur le polymere est effectue en fonction de 
rutilisalion desiree. La vitesse de degradation de ces polymeres peut etre modulee 
de fa^on plus fine en utilisant des melanges de greffons cationiques tels que 
precedemment decrits. 

Cest done un avantage de la presente invention que de permettre une 
25 certaine adaptation des qualites requises de degradabilite de la liaison polymere - 
ligand cationique en fonction de la longueur de la chaine utilisee et/ou dc la nature 
de cette chaine et de substituants eventuels. Cette facilite d'adaptation, sans changer 
les precedes de synthese du polymere selon T invention permet de pouvoir uttliser 
toutcs scries de principes «^tift differents. nossedant des proprietes varices, pour 
30 des appHr*tinns <u <irs modes d f administrations divers. 

Les poiymeres sdon riuveniiou pcuvcr.t c;rc dc tcule scrie, 2 condition 
qu'iis soicnt pciyhydroxyles, c>*t-3 dire uu'ils posscdeni des fonctions hydroxyle 
lihros r.'cst a dire accessibles pour Pestentication. Les poiymeres peuveni cue 
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naturcls ou synthctiques, lineaires ou ramifies, lis peuvent etre des copoiymeres, on 
etre prealablement modifies ou hydrolyses De maniere preferee, on utilise des 
pol\>accharides ou des oligosaccharide^ lineaires ou ramifies, reticules ou non. On 

«-v>»«» 1 Atv» /-»»-» i i ■ i ^ I i i > i r 1 * r> 1 »■»/-» rs 1 t-v/-s K 'l ii n 1 1] i .in % I ,t o 1 * » r. r> -> \* i~ -J ^ .'''".'M C!C ."^O 

5 preference parmi le dextrane, Pamylose et Pamylopectine ou un melange des deux, 
des hydroiysats d'amidon. des maltodextrines, la cellulose, le polymarmose, Ie 
poly galactose ou ieurs derives. 

Le degre de fonctionnalisation (nombre de greffage de charges) du polymere 
peut etre tres variable en fonction des applications envisagees, Pinvention 

10 conccrnant les polymeres cationiques quel que soit leur taux de charge. Ainsi, le 
taux de charge peut etre tres variable, de preference entre 0,1 et 4 mmol de 
fonctions ammonium quaternaire par gramme de polymere. 

L' invention concerne aussi des matrices polymeriques ou constructions 
macromoleculaires qui peuvent etre obtenues par reticulation ou copolymerisation 

1 5 des polymeres cationiques selon Pinvenlion. 

En effet, les polymeres obtenus selon Pinvention peuvent etre reticules, 
naturellement ou chimiquement. L'homme de metier connait les procedes de 
reticulation et pourra, en particulier, utiliser Pepichlorhydrine, Poxychlorure de 
phosphore, le trimetaphosphate, les bis epoxydes, les acides dicarboxyliques. 

20 Dans un autre aspect de Pinvention et pour des raisons de compatibility 

chimiquc ou dc simplicite du procedc, les polymeres polyhydroxyles initiaux 
pourront etre reticules ou copolymerises au prealable, Pintroduction des fonctions 
betame intervenant dans une dtape ulterieure et directement sur la matrice 
polymerique obtenue. 

25 Une telle matrice polymerique peut prendre des formes diverses, en 

particulier, par exemple : particules visibles, microparticules, nanoparticules, films, 
patchs, etc.... Quelle que soit la forme que Ton desire donner a la matrice 
polymerique selon Pinvention, il est a noter que Pon peut effectuer le greffage des 
toncMons ammonium quaternaire a Pinterieur dc la matnee anres que. la forme ft ete 

30 deterrnjnee. On peut aussi preparer des matrices peiymenqucs selon Pinvention ct 

I ^ -» s~* A -» I ^ ■»* »• 1 ♦■->»-»—■• »«-^«-»-» * 
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II est evident que toutes les proprietes de degradation des polymeres 
cationiques explicitecs precedemment sont egalement valables pour les matrices 
poynvriqucs cationiques. 

Les polymeres cationiques scion V invention posscdent done ces propiieteb 
5 mteressantes, en particulier pour : 

leur pouvoir d'ameliora'rion de la capaeiie immunogene d'un antigene 
leur pouvoir mucoadhesif ou bioadhesif 
- leur capacite a relarguer un actif de fapon controlee, au niveau topique, 
mucosal, parenteral, oral ou cellulaire 
10 - leur capacite a ameliorer Tabsorption notammcnt intestinale de certaines 

molecules. 

Ainsi, on peut incorporer un principe actif (une molecule a activite 
biologique) dans un polymerc ou une matrice selon V invention, afin de pouvoir 
ameliorer la liberation de ladite molecule. Cette molecule a activite biologique peut 

15 en particulier etre choisie parmi les molecules a activite therapeutique, a activite 
cosmetique ou peut etre un agent de diagnostic. 

Dans un cas particulier, les polymeres ou matrices selon Tinvention sont 
complexe{e)s a un principe actif polyanionique, par exemple : heparine, acide 
nuclciquc tel que ADN, ARN ou oligonucleotide simple ou double brins, ou leurs 

20 variants (phosphorolhioate, acide nucleique peptidiquc (PNA), 
methy Iphosphonatc. . . ). 

Cctie complexation peut se faire par simple melange, Tordre dans leque! les 
composants sont melanges etant sans importance. Des etapes complementaires 
dMiomogencisation, de lyophilisation, de concentration, d'evaporation ou 

25 d'ultrafiltralion peuvent etre ajoutees de maniere optionnelle. De fa<?on preferee, on 
le rapport de la charge du polymere sur la charge du principe actif est compris entre 
50 % ct 2000 %. 

Une des caracteristiques de ces formulations est de permettre un relargage 
controie du poiyanion, iedit reiaruage eiant fonction du poiymere ou dc ia matrice 
SO rhoisite), ei depefK , *c* T| ( ou iype de grcifo.n, or* in rf!**i*j<? iiw poiymere, du ratio de 

e» w i ^'j <~ ^"-'c- ^ ^..^w l~ .... w " ,v ' vv "'"" ~ ~~ y^" J »*»w ^- 

En fonction de ces parametres, lc relargage peut etre cffcctuc en quclqucs 
iieures ^cas uo-heiainej, en queiques jours teas wzuu-butyroDetaine), voire en 
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quelques semaines « v cas \Y200-butyrobetaTne a forte charge), ainsi que le montrc 
Pexemple 12. 

I es procedes do preparation de polymeres selon 1* invention, coniprenant en 
paniculier les etapes suivanics : 
5 a. de fa?on optionneile, on syntheiise un hgand repondant a la 

formule generale (2) contenant une fonction carboxylate et une 
fonction ammonium quaternaire, amine tertiaire ou secondaire ; 
b. on effectue P activation du groupement carboxylate porte par le 
ligand cationique ; 

10 c. on cffcctuc une reaction d'esterificatipn sur les groupements 

hydroxyles du squelette polyhydroxyle. 
font egalement partie de 1' invention. On peut obtenir une matrice selon I' invention 
lorsque Ton ajoute Petape : 

d. on reticule ou copolymerise le polymere obtenu en c. afin 
1 5 d'obtenir une matrice polymerique. 

Pour Pobtention d'une matrice selon Pinvention, cette etape peut ne pas 
s'averer necessaire si le squelette polymerique a ete reticule ou copolymerise 
prealablement ou bien Petre naturellement. 

De preference, le ligand utilise repond a la formule generale (1) et contient 
20 une fonction carboxylate et une fonction ammonium quaternaire. 

L'activation du groupement carboxylate porte par le ligand cationique 
s'effectue de preference par action dc COC1-COCI ou SOCI 2 . 

L'invention concerne aussi Putilisation des polymeres ou matrices 
polymeriques quelle que soit leur forme pour la formulation, le transport, la 
25 vectorisation, la protection, P amelioration de Pefficacite, Padministration ou le 
relargage de molecules biologiquement actives a usage pharmaceutique, cosmetique 
ou alimentaire et ceci quelle que soit la voie d'administration choisie : voie 
mucosale (nasale, vaginale, rectale, buccale, pulmonaire), voie topique (oculaire, 
ucirniquc, optiquc), voie oralc et vo ; e narenterale (lntraveincusc. intramuscuiaire, 
30 intradermal^. *ums-r.utaiiee. intraoculairc). 

L invention a egalement pour ebjet une composition pharmaceutique, 
caracterisee en. ce nnVlle rnntient un poly mere ou une matrice pclymerique 
cationique scion ['invention dans lequel est incorpore un pnncipe actif, ei un 
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support phannaceutiquement acceptable pour son administration. Les polymeres ou 
matrices selon rinvention sont notamment utiles pour des applications 
therapeutiques et en immunologic. 

L'invcntion a egalerrsent pons objet une composition eosmetologique, 
5 enracterisee en ce qifelle conticnt un polvmere ou une matrice polymerique 
cationique selon T invention dans lcqucl est incorpore un principe actif a activite 
dcrmatologiquc el/'ou cosmetique, et de* excipients cosmetologiquement 
acceptables. 

Les compositions alimentaires comprenant des polymeres ou des matrices 
10 polymeriques cationiques selon Pinvention font partie de rinvention. 

Enfin, les polymeres ou matrices polymeriques selon Pinvention, quelle que 
soit leur forme, peuvent etre utilises pour la preparation de medicaments, ou de 
vaccins, ce qui est un objet de Pinvention. 

Les exemples qui suivent sont destines a illustrer Pinvention, en decrivant 
15 certains modes de realisation particuliers, et ne doivent pas etre considered comme 
limitant le champ de Pinvention. 

BREVE DESCRIPTION DES FIGURES 

Figure 1 : hydrolyse de la fonction betainee dans les polysaccharides 
20 fonctionnalises par la glycine betainc dans les conditions citees dans Pexemple 4. 

Figure 2 : hydrolyse de la fonction betainee dans des polysaccharides 
fonctionnalises par la butyrobetaine (losanges) et la valerobetame (triangles) dans 
les conditions citees dans Pexemple 4. 

Figure 3 : Suivi de I'elimination totale (fecale et urinaire) de differents 
25 polymeres fonctionnalises par la valerobetaine, la butyrobetaine ou le GTMA. Les 
resultals sont exprimes comme l'excretion cumulee en fonction du temps. 

Figure 4 : Suivi de I'elimination urinaire de differents polymeres 
fonctionnalises par la valerobetame, la butyrobetaine ou le GTMA. Les resultats 
sont exnnmes comme l'excretion cumuiec cn fonction du temps. 
30 hi£ure 5 : Suivi de reiimination fecale de differents poiymeres 

foiictionnaliscs par la valerobetaine, la butyrobetaine cu le GTMA. Log resultats 
sunt exprimes comme l'excretion cumulee en fonction du temps. 
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Figure o : Cinetiques de relargage de PADN a pM 7,4 et 37°C a partir dcs 
complexes formes par les pol>meres derives par la (Glycine betaine. 

Figure 7 : Cinetiques de relargage de PADN a pll 7,4 et 37°0 a partir dcs 
complexes forme* par les poiymeres t\pe Gluciucx 6 derives par !a BiryrobetuYne. 
5 Fig ure 8 : Cinetiques de relargage de PADN a pH 7.4 et "*7°C a partir des 

complexes formes par les poiymercs type Waxylis /DO derives par la 
ButyrobetaYne. 

EXAMPLES 
1 0 Exemplc l : Syn thcse de la valerobetaine 

Une quantite de 40 g (0,22 mol) d'acide bromovalerique (Fluka, Saint 

Quentin Fallavier) est solubilisee dans un volume de 250 ml de Dioxane (Prolabo, 

Paris) sous agitation magnetique. 

Un volume de 50 ml de Trimethylamine liquide (0,59 mole) est ajoute en 
15 maintenant la reaction a 0 °C pendant 30 minutes. La reaction est ensuite laissee 20 

heures a temperature ambiante. Le dioxane et Pexces de trimethyl amine sont 

elimines par evaporation au moyen d'une pompe chimique a vide. Le produit obtenu 

est dissous dans de Pethanol et recristallise dans un melange ethanol : eau (90 : 10 

v'v\ i e prcrinite obrenu est filtre et seche sous pression reduite. 
20 On obtient de la valerobetaYne sous forme bromhydrate avec un rendement 

de recuperation de 60 % ct une purete, analysee par HPLC et par titrage de la 

fonction carhoxylate, superieure a 90 %. 

^identification du produit est faite par RMN du proton el du l3 C et on 

retrouve toutes les bandes caracleristiques du produit attendu. 

25 

Exemple 2 : Activation de la glycine betaine, butyrobetaYne et la valerobetaine 

Une masse de 25 grammes de glycine betaine (0.163 mol) ? butyrobetaYne 
(0.14 mol) (Sigma, USA) ou de valerobetaYne synthetisee selon l'exemple 1, est 
ajouiee pai poiiiono dans un ballon rode ccntcnar.t up. vo!i»we de ml de chlorure 
30 doxalyle (Hi:!;2i (0,76 tv.ok) *nitx H^itatioti magnctiauc. On rnaintient sous 
agitation pendant 15 heures puis on chauffe pendant une heme a T - 45 °C. 

LVxcCS do chlorure d'oxalyle et elimine son* predion reduite el piege sous 
vide i:ur »me jprHr nrratohlement refroidie a 1 'azote liquide. La poudre recuperee est 
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lave 3 fois avec un volume de 200 ml d'ether do petrole (SI)S, Aucamvilic, France) 
puis sechee sous pression reduite. Le chlorure d'acide des derives de betaYne est 
hygroscopique et il est done recupere dans une boito a gants sous atmosphere a 
humid iie controlee . 

5 I. a caracterisauon sc fait par RMK du proton el du L *C. le spectre des trois 

produits correspond parfaiteinent au produit attendu. Le rendement de chloration est 
determine par comparaison entre le titrage ue i'aciue carboxylique aprcs hydro lyse 
ou apres ethanolyse. La purete des chlorures d'acide est aussi confirmee par analyse 
HPLC des betaines correspondantes apr£s hydrolyse. 
1 0 Rendement de chloration de la glycinebetaine = 92 % Purete = 76 %. 

Rendement de chloration de la butyrobetaine = 100 % Purete = 85 %. 
Rendement de chloration de la valerobetaine = 100 % Purete = 75 %. 
Ces resultats sont conformes a la litterature ou les rendements de chloration 
avec du chlorure d'oxalyle sont typiquement quantitatifs. La purete du produit 
15 obtenu est due a la formation de sels d'oxalates mixtes avec les fonctions betainees 
et la purification reste difficile. Le produit ainsi obtenu reste cependant parfaitement 
utilisable pour les reactions d'esterification ulterieures. 

F.xemnie j : Preparation d' un polvmere cationique par greffage de glycine betai'ne, 
20 butyrobetaine ou valerobetaine sur un squelette polvmeriquc, polyhvdroxyle du type 
polysaccharide (maltodextrine) 

Une quantite de 10 g de maltodextrine (hydrolysat d'arnidon, PM= 8100, 
Glucidex 2, Roquette Freres, Lestrem, France) est solubilis^e dans un volume de 
200 ml de dimethylformamide (Fluka, Suisse) contenant 25 ml de pyridine (Fluka, 
25 Suisse). La quantite de chlorure d'acide des differentes betaines est rajoutee en 
function du taux de charge desire. Lorsqu'on rajoute une mole de reactif par unite de 
sucre. on rajoute: 

Chlorure d'acide de betaTne: 0,062 mol soit 10,6 g de reactif. 

Chlorure d'acide dc b'^yn^etaVne* 0.06/. moi soit 1^.34 g. 
30 Oiioimc. d'acide dc valerobetaine: 0,Ub2 moi soil 13,21 g. 

La reaction est niaiiitcriuc sous agitation a temperature air, bi ante pendant 
environ 15 heurcs Ip polysaccharide (maltodextrine) fonciicnnalisa est ensuite 
dilue avec 500 ml de tampon acetate 0,2 M pH 5. 
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La dimethylformamide, la pyridine, les sels de pvridinium, la betame non 
greffee et le tampon acetate sont ensuite eiimines par ultrafiltration tangentielle sur 
une membrane de seuil de coupure 30 Kd (Filtron, France), La solution de polymere 
fonetionnulise est diailitice centre dc beau jusqifn elimination tutaic des *els 
5 secondares issns de la reaction. Le pH est alors contnVe et ramene a 5 avec de 
l'acidc chlorhydrique (Prolaho) si nccessairc. 

On obtient une solution de polymere (maltodextrine) fonctionnalisec a une 
concentration de 25 g/1 en polymere. 

Le taux de charge de chaque polymere est determine par chromatographic 
10 HPLC apres hydrolyse de la fonction greffee. Les rendemcnts de greffage sont tous 
d'environ 30 %. 

Glucidex2-Betaine 2 Rendement de greffage = 32 % Charge = 2 mEq/g. 
Glucidex 2-Butyro 1,8 Rendement de greffage = 30 % Charge = 1,8 mEq/g. 
Glucidex 2-VaIero 1 ,6 Rendement de greffage = 25 % Charge = 1,6 mEq/g. 
15 II est Evident que pour un meme greffon, differents taux de charge peuvent 

etre obtenus en faisant varier simplement la quantite de reactif utilise. 

Exemple 4 : Degradation "in vitro" des polymeres 

t e c tr^ic tynpc He nnlym^re«5 fonctinnnal ises obtenus dans PexemDle 3 sont 
20 solubilises a 10 g/l dans du tampon Phosphate pH 7,4 ct maintenus a 37 °C. La 
pertc de charge est suivic par analyse HPLC et exprimee sous forme de pourcentage 
de greffons hydrolyses par rapport au total contenu dans le polymere. 

La Figure I represente la vitesse d* hydrolyse de la fonction betai'nee dans les 
polysaccharides fonctionnalises par la glycine beta'me dans les conditions citees. 
25 La Figure 2 represente la vitesse d'hydrolyse de la fonction betamee dans 

des polysaccharides fonctionnalises par la butyrobetaine et la valerobetai'ne dans 
les conditions citees. 

Comme on pouvait s'y attendre, on constate sur ces deux graphes que plus la 
chaine betame est kmgue, plus leb pulyiiici^ cation iqucs obtenus sent stables. 

Exemple 5 : Preparation de polymeres non-dearadables a base de polysaccharide 
mo difie par ie yciuyl tiiniethyl ammonium 
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On a obtenu des poly meres cationiques a partir de deux polysaccharides 
differents : une maltodextrine (Glucidex 2, Roquette Freres, France) et de 
Pamylopectine de ma:s (Waxylis 200. Roquette Freres, France), par application du 
p^e'^c protocoic. 

5 50 g de polysaccharide son: disperses dans 110 ml d'une solution 2M 

d'hydroxyde de sodium (NaOH, Prolaho, France) dans une rcactcur en vcrre muni 
d'une pale d'agitation mecanique. Une fois la solubilization complete du 
polysaccharide obtenue on ajoute 31 g (0,2 mol) de glycidyl trimethyl ammonium 
(GTMA, Fluka, Suisse) et la reaction est laissee a temperature ambiante pendant 8 
1 0 heures. 

On neutralise avec de Tacide acetique, on amene a un volume de 1,5 litres 
avec de Teau osmosee et on diafiltre contre de Teau osmosee. La diafdtration est 
realisee dans un systeme d'ultrafiltration Minissette (Pall-Filtron, France) equipe 
d'une membrane d'ultrafdtration de point de coupure 30 kD. Une fois la 
15 conductivity du filtrat inferieure a 20 jiSiemens, la suspension de polysaccharide 
modifie est concentree et filtree sur une membrane 0,45 ^im (Gelman, France). 

Les deux suspensions de polysaccharide modifie sont caracterisees par leur 
concentration et la teneur en ammonium quaternaire par analyse elementaire 
d' azote. 

20 Glucidex 2 - GTMA 1,8 

Concentration : 25 g/I 

Taux de fonctionnalisation : 1,8 mEq d'ammonium quaternaire par 
gramme de polymere. 
Waxylis 200-GTMA 2 
25 Concentration: 15g/l 

Taux de fonctionnalisation : 2 mEq d'ammonium quaternaire par 
gramme de polymere. 
Dans ce cas, les fonctions ammonium quaternaire sont greffees sur le 
polysaccharide par une liaison ether trcs stable. 

30 

n c njb i p e I i m i n a b le s 



BNSDOCIO <FR 



2B0527OA1 I > 



2805270 



Proiocolc : des souris Crl CD-1(ICR)BR (Centre d'elevage Charles RIVER, 76 410 
Saint-Aubin- les-Flbcuf) (50 males et 50 femelles) ont ete partagees en groupes de 
W> souris (5 males ct 5 femelles). On a administre par voie intraveineuse a 
ditfcrentcs doses ies polymercs obienus dans \c< exemples 3 et ^ avec i:rs iemoin do 
5 maltodextrine non modifier (polymere neutre) . 
Glucidex 2-Butyio L8 
Glucidex 2- Valero 1,6 
Polymere neutre (Glucidex 2) 
Glucidex 2-GTMA 1,8 
10 Un groupe controle de 10 souris (5 males et 5 femelles) a recu Line 

administration intraveineuse du vehicule dans Ies memes conditions. 
Apres administration l'etude a porte sur: 

- des examens cliniques et un suivi de la mortal ite 

- un suivi du poids ponderal avec une pesee des animaux la veille 
15 de I'essai soit aj-1 ainsi qu'aux jours f 1, + 4, +6, + 1 1, + 14. 

Tous les animaux mourant en cours d'etude ont ete autopsies dans les 
meilleurs delais et leurs principaux organes (foie, rate, rein, estomac, intestin, 
poumons, cocur) ont ete observes macroscopiquement. Tous Ies animaux survivants 
a la fin de la periode d'observation de 14 jours ont ete sacrifies et autopsies et les 
20 principaux organes (comme cites preccdemment) ont ete observes 
macroscopiquement 

Resultats : pour le polymere fonctionnalise par le GTMA (Glucidex 2-GTMA 1,8), 
la rnortaiite est de 20 % et 50 % aux doses respective* de 20 et 25 mg/kg. La dose 
maximale non letale pour ce produit est egale a 18 mg/kg apres administration 

25 intraveineuse chez la souris. A cette dose, aucun signe clinique n'a pu etre observe. 

Pour le polymere neutre, la dose maximale non letale est egale ou superieure 
a 100 mg/kg apres administration intraveineuse chez la souris. A cette dose, aucun 
signe clinique n'a pu etre observe. 

Pour ie Glucidex 2 Butyro L8 unc rnortaiite de 40% est nhserve? i h dose 

30 uV V4,5 mg'kg. Aucune rnortaiite rvayant ete observec a la dose dc 37.25 mg/k^ !a 
dose maximale ncn letale du Glucidex 2 catiensque fonctioiinaliac Buiyiobeiai'ne 
semble etre egale a 37,25 mg/kg apres administration intraveineuse ehe/ la souris 
A cette dose, aucun signe clinique n a pu etre observe. 
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Pour ic produit Glucidex 2-Valero 1,6 administre a la dose de 30 mg/kg i.w, 
une mortalite de 50 % a ete observee des le premier jour de I'etude. A la dose de 20 
mg/kg. aucune mortalite n'a ete observee. AinsL pour le Glucidex 2 caticnique 
fonciionnalise Valerobetaine la cose maxinule non Ictale esi egale a 20 mg/kg apres 
5 administration intraveineuse chez la souris. A cette dose, aucun signe clinique n* a 
pu etre observe. 

Paraliclcmcnt ie suivi du poids corpord des animaux ne rnontre aucune 
modification de la courbe de poids attribuable a P administration des produits testes. 

Les resullats muntrent que la toxicite aigue des polymeres cationiques est 
10 fortement influencee par la nature du greffon utilise. Ainsi le polymere greffe par la 
butyrobetaine qui est fortement et rapidement bioeliminable presente la plus faible 
toxicite aigue chez la souris avec une DL50 d'environ 75 mg/kg. A l'inverse le 
polymere fonctionnalise par le GTMA et tres faiblement bioeliminable presente la 
toxicite aigue la plus severe avec une DL50 de 25 mg/kg chez la souris. 

15 

Exemple 7 : Preparation d'un polymere cationique par greffage de la butyrobetaine 
sur un squelette polvmerique non polysaccharidique (alcool polyvinylique) 

Cct exemple montre la possibility de realiser la reaction d'esterification en 
milieu aqueux, et non pas seulement en milieu dimethyl formamide. Les 
20 rendements peuvent etre sensiblernent ameliores par Tetude des conditions de pH, 
temperature et concentration. 

20 g d'alcool polyvinylique ( Mw : 22000, Fluka, Suisse) sont places dans 
un reacteur en verre a double enveloppe connecte a un groupe thermostatique et 
disperses avec 100 ml d'eau osmosee puis portes a 80°C pendant 2 heures pour 
25 obtenir une solution visqueuse d'alcool polyvinylique qui est ensuite refroidie a 
temperature ambiantc. On ajoute alors 10 ml de tampon phosphate 0,5 M pH 7,5 et 
on maintient le melange sous agitation mecanique, on refroidit le melange a 4 °C. 

Le reacteur est ensuite equipe d'un electrode pH connectee a un controleur 
dc pi! contenant dc riiydtoxyde de sodium 2ivl. La consi^ne du controleur dc nil 
o'j est fixec a pi i 

On ajoute alors de tacon progressive 10 i» de chlorure d'acid'j dc 
butyrobetaine (exemple 2). Le pH est maintenu a 7,5 et la temperature a 4°C 
pendant la i cacti on. 
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A la fin de V addition du rcactif la reaction est laissce 30 minutes a 4 °C puis 
diluee avec 200 ml de tampon acetate 0,2 M pH 5. On diafiltre contre de Peau 
osmosee dans un systcme d'uitrafiltration Minisscttc (Pall-Filtron) equipe d'une 
membrane do point dc coupure 10 kD. 
5 On recupere une solution aqucuse d'alcool polyvinylique modifie par des 

groupements ester de butyrobctainc a 25 g/1 . Le taux d'esteriflcation mesure par 
analyse d'azote elemeniaire ei>t ue 0,3 rnEq/g. Ceci impliquc un rendement de 
reaction en milieu aqueux de 15 %. 

10 Exemple 8 : Preparation d'une matrice nanoparticulaire reticulee par 
Tepichlorhydrine et greffee avec de la valerobetaine 

Une quantite de 100 g de polysaccharide (Glucidex 6, Roquette Freres) est 
dispersee dans 160 ml d'eau. Lorsque la suspension est homogene un volume de 40 
ml de soude 10M est ajoute. La solution alcaline de polysaccharide est maintenue 

15 sous agitation jusqu'a l'obtention d'une solution translucide. Une quantite de 8,15 g 
(soit 88,2 mmo!) d'epichlorhydrine (Sigma, USA) est alors ajoutee. On laisse 
pendant une nuit sous - agitation douce. On observe une gelification du 
polysaccharide. Un volume d'environ 2 litres d'eau est ajoute et le pH est ajuste 
entre 5 et 6 avec de 1'acide acetique. Cette suspension est pre-homogeneisee avec un 

20 Ulira-Turrax modele T-25 (IKA, Bioblock) puis homogencisCe a une prcssion de 
900 bars a I'aide d'un homogeneisateur Minilab H-80 (Rannie, Danemark) afin 
d'obtenir des nanoparticules de 50 a 100 nm (analyseur submicronique Coulter 
N4SD, Coultronics, USA). 

Ces nanoparticules sont ensuite purifiees par ultrafiltration sur une 

25 membrane de 30kD (systeme d'ultrafiltration Minisette, Filtron, Pall Gelman 
Sciences, USA). La suspension dc particules est ensuite purifiee par micro-filtration 
sur une membrane 0,2 ^im (Spiral-Cap, Pall Gelman Sciences, USA) et les 
particules sont sechees par lyophilisation. 

Une quantite de 5 g dc parfirnlrs no lysacohnri cliques ohtcnucs 

30 nrtVruemmeiii cnI dlspcrsdc dans un volume dc 2UU ml dc d: methyl forrr.amide 
contenaM 25 ml ue pyriuiiii. Une quantite dc 5,5 g (27 mmcl) de chlcrurc d'acidc 
de valerobetaine (obtenr. seion fpvpmnie *>) est ajoutee La reaction est laissee sous 
notation nendnn* une nuit. La suspension de nanoparticules derivees est diluee avec 
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500 ml de tampon acetate 0,2 M pH 5,5 puis lavee pai ultrafiltration sur une 
membrane de 30 kD (Fillron, France) en realisant une diafiltration centre de Peau 
osmosec. lorsque la conductivity du filtrat est infericure a 30 nS/cm, le produit est 
recupcrc aprcs concentration I c pH c>t contrdle et ajuste en-re 4 et 6 avec de 
5 l'acide chlorhydrique. 

On ohtient une suspension aqueuse de nanoparticules ayant les 
curaetcristiqucs suivantes : 

Concentration (Poids sec) =26 g/1 

Taille des nanoparticules (Coulter N4SD) ^110 nm. 
1 0 Potentiel Z (Malvern serie 3000, Tampon Phosphate 1 5 mM, pH7): +20 mV 

Taux de charge (HPLC) = 2,5 mEq fonction betaine / g de particules 

Des particules de tailles differentes peuvent etre obtenues de la meme fa9on 
en utilisant des taux d'epichlorhydrine differents ou des pressions de broyage 
differentes. 

15 

Exemple 9 : Preparation d'une matrice reticulee par roxvchlorure de phosphore et 
greffee avec de la valerobetaine 

Une quantite de 50 g dc maltodextrinc PM : 3400 (Glucidex 6, Roquctte 
Freres, France) est dispersee dans 225 ml d'eau. Lorsque la suspension est 

20 homogene, on ajoute 25 ml de soude 10M. Apres solubilisation totale, la solution 
est portec a unc temperature comprise entre 0 et 4°C a I'aide d'un groupe froid 
(Neslab RTE300, Newington, USA). L'ajout de I'agent reticulant (oxychlorure de 
phosphore POCI3, Sigma, USA) se fait a I'aide d'une pompe dosimetrique (pompe 
Dosimat DL25, Mettler Toledo, Suisse) a une vitesse de 0,l ml/min. POCI3 est 

25 rajoute dans des proportions de 0,5 mEq/g soit 0,025 mol (3,83 g). Lorsque tout le 
reactif est ajoute, on maintient encore l'agitation pendant l heure. Un volume de 
500 ml d'eau est ajoute ainsi qu'un volume de 20 ml d'acide acetique afin d'ajuster le 
pH entre 4 et 5. Le gel est pre-homogeneise a I'aide de l'Ultra-Turrax IKA modele 
i -25 puis^ homogencise a unc prcssion dc VUO bars a I'aide d'un homopeneisateur 

30 Miniiab H-8G ^Rannie) afm dobtenir des nanopanicuies de 50 a 1 00 nm. La 

r>iir«i^' , ir>« s^.^t ,^ — , >.t-i A 1 «-i fy If fi/i ^>^»-»ffi ~l <-J 1 . . j»/s I » »«•* f\ »-> C\ 1 A <f A ^,1^ 1 J — 

tetramethylammonium puis contre de Feau osmosee (4 litres) puis microflltree sur 
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une membrane de 0,45 urn (SuporCap de 0 % 45 ujti, Pall Gelman Sciences). La 
suspension de particules ainsi obtenue est ensuite sechee par lyophilisation. 

Les caracteristiques des nanoparticules sent: 

Taille (Coulter N4SD): 60 nm 
5 Taux de phosphore (analyse de phesphorc total) - 0,4 mEq / g 

Taux de reticulation (titrage acide base) ~ 0 S ? rrF.q/g 

Une quantite de 8.36 g des particules obtenues est dispersee dans un volume 
de 210 ml de dimethylformamide contenant 25 ml de pyridine. 5,4 g (soit 25,8 
mmol) de chlorure d'acide de valerobetaine (synthese exemple 2) sont ajoutes. On 
1 0 laisse sous agitation pendant une nuit. La suspension de nanoparticules derivees est 
diluee dans 500 ml de tampon acetate 0,2 M pH 5,5. 

La suspension est ensuite lavee par ultrafiltration sur une membrane de 30 
kD (systeme d'ultra filtration Minisette, Filtron, Pall Gelman) contre de Teau 
osmosee puis concentree avant recuperation. Le pH est controle et ajuste entre 4 et 
15 6 avec de l'acide chlorhydrique. Les nanoparticules sont purifiees par micro 
filtration sur une membrane de 0,2 ^m (Spiral-Cap 0,2 urn, Pall Gelman Sciences). 
Concentration (poids sec) = 13 g/1 
Taille des nanoparticules (Coulter N4SD) = 120 nm. 
Taux de fonction betaine (HPLC) = 0,9 mEq/g 

20 

Exemple 10 : Preparation d 'un polymere cationique p ar g reffage de la butyrobetaine 
sur un squelette polymerique ramifie a haut poids moleculaire (amylopectine) 

Une quantite de 10 g d'amylopectine (Waxylis 200, Roquerte Freres, 
Lestrem, France) est dispersee dans un volume de 200 ml de dimethylformamide 
25 (Fluka, Suisse) contenant 25 ml de pyridine (Fluka, Suisse). On ajoute le chlorure 
d'acide de la butyrobetaine prepare selon Pexemple 2 ( 62 mmol, 12,34 g) 

On maintient sous agitation a temperature ambiante pendant environ 15 
hcurcs. Le polysaccharide fonctionnalise est ensuite dilue avee 500 ml de tampon 
acetate 0,2 M pH 5,5. 

30 i #4^ti*-f!wlto.iii.*ii.j«-)£ Si i.fUu* U< .1^ i.n.;;.M u a* — ^ 

gieiiee et le tampon acetate sont ensuite eliinines par ukrafiitration taneeniieiie sur 
une membrane de seuil de coupure 30 kD (Filtron, France). La solution de polymere 

lv/ii^nuiinaiiou ^ot uiuniu^ ounus~ i oau ju^u <x la LUldic C1U111114I.IOI1 UCS SeiS 
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secondares issus de In reaction. Le pH est alors controle et ramene a 5 avec de 
l'acide chlorhydrique (Prolabo) si neeessaire. 

On obtient unc solution dc polymere (amylopectine) de haut poids molaire 
fonetionnalise. a une concentration de 15 g.'l en polymere Le degre de 
functionnalisation du polymere est determine par HPLC du greffon butyrobetaine 
apres hydrolyse alcaline et est estime a 2,2 mKq/g 

Exe mple 1 1 : Bioelimination comparee des polymeres fonctionnalises p ar des 
betaines ou par du GTM A 

Protocok : on administre par voie intraveineuse a la dose de 5 mg/kg des produits 
suivants marques de fa^on covalente au carbone 14 a des rats Sprague-Dawleys 
(Centre d'elevage Charles RIVER 76 410 Saint- Aubin- les-Elbeuf) : 

Glucidex 2-Butyro 1,8 

Glucidex 2-Valcro 1,6 

Glucidex 2-GTMA 1,8 

Waxylis 200-GTMA 2 

Waxylis 200 non modifie 

Pour chaque animal et de fa^on individuelle les urines et les feces sont 
coliectees duram les 14 jours qui suivent l*administration. A la fin de 1'etude ies 

~ — iV,v,,iivJ ^ i uixi^ivins uigctiioi inuuimment ic roic et la rate) sont 

collected L'ensembie des echantillons, apres traitement, est analyse par scintillation 

liquide. 

Result (its 

Les figures 3 a 5 resument les resultats obtenus en terme d'elimination 
urinaire el (ecale apres administration intraveineuse des differents polymeres. Ces 
resultats montrent la forte elimination notamment urinaire des polymeres 
fonctionnalises par la valerobetaine et la butyrobetaine par comparaison aux 
polymeres fonctionnalises par le GTMA. En effet, ces derniers polymeres sont 
faiblement bioeliminables et 14 jours apres administration ores de 60 % du produit 
est loujours present dans la carcassc des animaux. 

II ~ 1*1 ... '1.1 I ' • r* r- 

it ri t if i ii i\Mt)ir- i \.rMjt^j qtie ia rorte ret cni ion r\c~ r.jVn-iiwT-; t.v.., ?*»»*» • * *■ **« * 
par le GTMA est liee a une forte captation hepato-splenique et a une non 
metabolisation de ces produits dans ces oreanes. 
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On peut notcr que les deux polymeres degradables montrent une 
bioelimination equivalente a celle du polysaccharide (Waxylis 200) non modifie. La 
comparaison des polymeres fonctionnalises par la valerobetaine ou la butyrohetaine 
montre que ia Vitesse d'elirnination des produits semble fortement influcncee par la 
5 nature du greffon. En effet le polymere butyrobetaine est plus rapidement elimine 
par voie urinairc que son homologue valerobetaine. 

L'elimhiation feeale des polymeres peut s'interpreter comme une captation 
hepatique suivie d'une metabolisation dans cet organe de ce type de polymere. Dans 
cette hypothese la difference d'elirnination des deux polymeres sernble confirmer la 
10 difference de cinetique de degradation de ceux-ci. En effet, pour les polymeres 
fonctionnalises par la valerobetaine, plus lentement metabolises dans Tespace 
plasmatique, une fraction plus importante est certainement captee par le foie pour y 
etre metabolisee. 

Ainsi, il est possible de modifier la cinetique de degradation in vivo de 
15 polymeres cationiques fonctionnalises par des greffons betaines en adaptant la 
nature de la chaine aliphatique du greffon a la strategic envisages 

Exemple 12. Formation de complexes particulates entre les polymeres cationiques 
betaines et le DNA et cinetiques de relargage in vitro 

20 Differems types de polymeres cationiques derives par ia glycine betaine ou 

la butyrobetaine sont prepares selon Pexemple 3, en utilisant deux types de 
polysaccharides , le Glucidex 6 (maltodextrin, Roquette Freres, masse molaire 
approx. 3400 Kd) et du Waxylis 200 (Amylopectine, Roquette Freres, Masse 
Molaire 1-100 Md). Les caracteristiques de chaque polymere prepare sont decrites 

25 dans le Tableau 1. 



Tableau 1 : Caracteristiques des differents polymeres cationiques prepares. 



Nom 


Polysaccharide 


Masse 
Molaire 


Greffon 


Charge 

(mEq/g) 


G6Bctf2) 

t 
I 


Glucidex 6 


3400 Kd 


CJIvciw. R^tnsnr 
*• 


n 


i W200Bet(i,2) 


Waxylis 200 


i-100 Md 


Glycine Beiaine 


\;> 


G6Bubet(0 5 43) 


Glucidex 6 


3400 Kd 


Butyrobetaine 


C.43 
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Ci()Bubet(1.65) j Glucidex 6 


3400 Kd 


Butyrobetaine 


T.6T ~' 


W2O0Bubet(0,7) 


Waxylis 200 


1-100 Md 


Butyrobetaine 


0.7 


\V/OOBubet(2.3) 


\\ axylis 200 


1-100 Md ! Butyrobetaine 

i 


2-3 



100 ng d'un plasmide modele (pPBShAA ThFIX) possedan: 6600 paires de 
bases est dissous dans 100 nl d'eau dans un tube eppendorf. On ajoute la quantite 
necessaire de polymere pour ncutraliser la moitie (50 %) ou deux fois (200 %) la 
5 charge du DNA par les fonctions cationiques. L'operation est realise sous agitation 
(Vortex). Le volume de la formulation est ensuite ajuste a 1 ml par addition de 100 
pj de tampon acetate 200 mM, pH 5.3 et de Leau osmosee en q.s.p pour 1 ml. 

On observe la formation de complexes particulates qui sont analyses par 
dispersion de lumiere (Coulter N4D, Coultronics). Le taux complexation du DNA 
10 est analyse par electrophorese sur gel d'agarose 0,7 %. Les caracteristiques de 
cchantillons obtenues sont rcsumees dans le Tableau 2. 



Tableau 2 : Echantillons prepares par complexation du DNA (100 \ig) avec 
les diffcrcnts polymeres du Tableau 1 . 



Echantillon 


Polymere 


Rapport de charge 

o~i i r\xr a 


DNA 

r :u 


Taille (nm) 


G6 Bet (2) 50% 


G6Bct (2) 


50% 


15% 


300-500 


G6Bet (2) 200% 


G6Bet (2) 


200 % 


0% 


250-400 


W2O0Bet(K2) 50% 


W200bet(l,2) 


50% 


14% 


500-2000 


W200bet(l,2) 200% 


W200(l,2) 


200 % 


0% 


300-700 


G6Bubet (0,43) 50% 


G6Bubet (0,43) 


50% 


47% 


280-400 


G6Bubet (0,43)200% 


G6Bubet (0,43) 


200 % 


0% 


150-300 


G6Bubet(l,65)50% 


G6Bubet(l,65) 


50% 


8% 


300-400 


G6Bubet(l,65) 200% 


G6Bubet(l,65) 


200 % 


0% 


250-350 


W200Bubet (0,7) 50% 


W200Bubet (0,7) 


50% 


0% 


1000-2000 

l 

300 500 j 
i 


! W200Bubet fO.7^200% 
i a . . . ... — , 


W200Bubet (0.7) 


200 % 


0% j 

1 


j - ' ! | 


• » , .w.r> M4KV.M - . » 


Nil 0, i 

i 


— f 

I *. I 


1 


j W200Bubet (2,3) 200% 


W200Bubel(2,3) 


200 % | 


0% 


300-700 | 
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Le taux du DNA libre est determine par electrophorese sur gel d'agarose 0,7 
% . Les mesures de taille sont realisees sur Coulter N4D, Coultronics. 

Pour les etudes de relargage. 900ul de formulations sont additionnes de 
5 lOOpI de tampon phosphate 1 M pH 7,4 et placets a 37T. Des echantillors sont 
prclcvc* a diffcrcnts temps ct analyses par electrophorese sur gel d 4 agarose 0,7 % 
afsn de determiner la fraction du DNA libere. 

La Figure 6 presente les resultats de relargage obtenus avec les polymeres de 
differentes masses molaires et charges derives par la betaine. On observe clairemcnt 
1 0 une liberation du DNA avec des cinetiques variables en fonction du ration de charge 
polymere/DNA et de la masse molaire du polymere. Toutes les cinetiques sont 
neanmoins finies dans quelques heures, indiquant une influence predominante de la 
vitesse d'hydrolyse du greffon glycine betaine. 

La Figure 7 presente les resultats obtenus avec les polym&res type Glucidex 
15 6 derives par la butyrobetaine et la Figure 8 ceux obtenus avec les polymeres type 
Waxylis 200 derives par la butyrobetaine. Dans ce cas les cinetiques de relargage 
sont plus longues (jours) indiquant a nouveau un effet predominant de la vitesse 
d'hydrolyse du greffon. Dans un degre moindre, les cinetiques dependent aussi de la 
charge el masse molaire du polymere ainsi que du ratio de charge entre les 
20 polymeres el ie DNA. 
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REVINDICATIONS 

1 . Polymere cationique caracterise en ce qif il consiste en un squclcttc polymerique 
polyhydroxyle sur leuuei sunt greffes des ligands cationiques par des liaisons 

5 hydrolysablcs en milieu physiologiquc, dont la vitesse de degradation est 
contrdlec par la structure du ligand cationique utilise. 

2. Polymere cationique selon la revindication K caracterise en cc que la liaison 
(squelette polymerique) - (ligand cationique) est une liaison ester sur les 
groupements hydroxyles dudit squelette polymerique. 

10 3. Polymere cationique selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que 
les ligands cationiques repondent a la formule generale (2) ou sa forme saline : 
Ri 

R 2 -N + - Y - COO " formule generale (2) 

R3 

15 ou Y est une chaine aliphatique de 1 a 16 carbones, saturee ou non, ramifiee 

ou non, substitute ou non ; 

Ri, R2, R3, identiques ou differents sont choisis parmi -H et -CH 3 . 
4. Matricc polymerique caractcrisee en ce qu'elle est obtenue par reticulation ou 
copolymerisation du polymere cationique selon Tune des revendications 1 a 3. 
20 5. Matrice polymerique cationique caracterisec en ce qu'elle est obtenue par 
greffage de ligands cationiques de formule generale (2) sur un squelette 
polymerique polyhydroxyle prealablement reticule ou copolymerise. 
6. Procede de preparation d'un polymere cationique selon Tune des revendications 
1 a 3, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 
25 a. de fa^on optionnelle, on synthetise un ligand repondant a la 

formule generale (2) contenant une fonction carboxylate et une 
fonction ammonium quaternaire, amine tertiaire ou secondaire ; 
b. on effectue F activation du groupement carboxylate porte par le 
ligand cationique ; 

30 c. on effectue une reaction d'esteiiflu^tiu^ bu: les ^joupemenis 



nyuiuxyica uu squcieue poiyiiyutoxyic. 
7. Procede de preparation d'une matrice polymerique cationique selon Fune des 
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a. de fa?on optionnelle, on synthelisc un ligand repondant a la 
formule generale (2) contenant une fonction carboxylate et une 
fonction ammonium cuatcmaire. amine tcrtiairc ou secondare ; 

h. or. effectue {'activation du ~ 
5 liaand cationiquc : 

c. on effectue une reaction d'cslcrificaiion sur les groupcments 
hydroxy les du squelette poly hydroxy ie qui peut avoir ete 
prealablement reticule ou copolymerise ; 

d. si necessaire, on reticule ou copolymerise le polymere obtenu en 
0 c. afin d'obtenir une matrice polymerique. 

8. Utilisation d'un polymere selon Tune des revendications 1 a 3 ou obtenu par un 
procede selon la revendication 6 ou d'une matrice selon l'une des 
revendications 4 ou 5 ou obtenue par un procede selon la revendication 7 pour la 
fabrication d'une composition caracterisee en ce qu'il s'agit d'un complexe 

5 (polymere ou matrice) - (principe actif), ledit polymere ou ladite matrice 
assurant le relargage controle dudit principe actif 

9. Utilisation selon la revendication 8, caracterisee en ce que ledit principe actif est 
un principe actif polyanionique. 

10. Utilisation selon la revendication 9, caracterisee en ce que ledit principe actif est 
) choisi dans le groupe constitute de l'ADN, I'ARN, les oligonucleotides simple 

ou double brins, leurs variants et un melange de ces produits. 
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